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L’&ude prdsente a 6t6 entreprise dans le but de ddterminer les amines biologiques 
produites dans un milieu de culture par action bact&ien.ne. 

Dans trois publications anterieures 1-3 l’un de nous a dkrit l’application des 
techniques de chromatoIonophbr&se et d’&lectrophor&se ZI, l’analyse de quelques 
amincs biologiques fixes, prCsentes dans un melange & c6tk d’amino-acides. 

Nous avons Btendu ces techniques &. une skrie d’amines biologiques fixes ou 
volatiles pouvant se trouver dans les bouillons de culture. 

La technique de chromatooYonophor&se proposee permet l’identification des 
amines fixes dans le bouillon cle culture, apr&s elimination des bases amin&es volatiles, 
sans nkessiter leur extraction prkalable. Elle permet dgalement une meilleure rksolu- 
tion d’un mdlange d’amines estraites du bouillon, que ne le font la technique simple 
d’6lectrophorGse sur papier”? G ou de chromatographie sur papieFD proposees pour 
leur analyse. 

A c6t6 d’amines biologiques fixes nous avons dtudi6 une skrie d’amines volatiles. 
Divers auteurs ont appliqu6 les pro&d& de chromatographie et d’&lectrophor&se 

sur papier ~2 leur identification4*7-Is. 
Nous dkrivons les pro&d& qui nous ont permis d’obtenir les meilleurs r@sultats. 

MATtiRIEL ET Ml?THODES 

A. Am&es biologiques fixes 

Les amines suivantes ont 6th ktudiees (sous forme de chlorhydrates 0~1 sulfates en 
solution 0.01 A4) : cadavkrine, putrescine, agmatine, histamine, tyramine* et tryp- 
tamine. 

L’ktude des amincs biologiques fises est effectuhe dans le bouillon d6barrass6 de 
corps bactkiens, apr&.s klimination des bases amin6es volatiles (voir chapitre Amines 
volatiles). 

l Amincs pour lesquelles GALE=~ a is016 les ddcarbosylases 
partir des acides warnin& correspondants. 

responsables de Icur formation Q 
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Le bouillon privk des bases volatiles est anslys5 avant et apr&s hydrolysc. Celle-ci 
est effectuke en prksence de HCl 6 N, pendant 24 heures k IIOO, en ampoule scellk 
sous vide. L’hydrolysat est &vapor& dans un .dessiccateur sous vide, en prQsence de 
H,SO,I et de KOH en pastilles. On chasse l’acide chlorhydrique en ajoutant un peu 
d’eau et en 6vaporant ZL nouveau, ainsi A trois reprises. On reprend l’hydrolysat par 
un volume d’eau correspondant au volume initial du bouillon. Le bouillon est soumis 
avant et apr&s hydrolyse i l’analyse prealable par @lectrophor&se sur papier, puis par 
chromatoYonophor&se. On dkpose sur le papicr des volumes variables du bouillon, 
pouvant contenir jusqu’h 500 ,~g d’azote total (IO A. 50 mm3 dans nos essais). 

E ZectroplzorBse sw papier 
Nous avons Gtudib la sgparation des bases amin~es dans les tampons suivants: 

tampon de pH = 5.6: v6ronal socliquc x0.3 g, vBronn1 aciclc t .S4 g, eau pour 
compl&er B 1000. 

tampon clc PI-1 = 4.0 & base de plitalatc: phtalatc acicle de potassium 0.1 N IOO ml, NnOEI 
0.1 N 0-S ml, eitu pour complQter ;i 200. 

tampon clc pH = 4.0 h base cl'aciclc 

sulfosalicyliqueh : acicle sulfosalicyliquc 0.05 M. On amane h pH = 4.0 
par addition de soucle*. 

tampon de ~1-1 = x0.0: ammoniaque 0.065 N (7 ml de NI-I, conccntrd 

tampon de ~1-1 = I1.7* l : 
clans 1 1). 

tampon de pH = 2.4**: 
ammoniaque N. 
acicle acdtique N. 

On utilise pour 1’6lectrophor&se des bandes de papier Whatman No. 3. On d&pose les 
solutions & analyser, ainsi que les solutions tkmoins, sur une ligne distante de 7 cm 
de la ligne mediane, vers le bord anodique, ces lignes &tant perpendiculaires k la 
marche du courant. On utilise A. c&h des tknoins latkaus, des temoins internes. 

L’klectrophorkse est pratiquke dans l’appareil de MAGI-IEBOEUF, REBEYROTTE 

ET DUBERT***, sous 4ooV, pendant un temps variable, suivant la nature du tampon 
(2 j 5 h). 

Le papier est ensuite s&zh~ A 1’6tuve A 100~. On r&Ye les amines en trempant 
les bandes dans une solution de ninhydrine & 0.1 y0 dans l’acdtonelG et en les .&chant 
pendant quelques minutes Q l’&uve & 100~. Dans le cas du tampon pH = S.6, on 
ajoute Q la solution acktonique de ninhydrine I o/o d’acide acbtique (v/v) (solution 
fraichement pr&par$e). On peut aussi utiliser une solution de ninhydrine k 0.1 y0 
dans du butanol sature d’eau, additionnde de I y. d’acide acetique (solution stable) 
et op&-er par pulvdrisation. On obtient des colorations violettes, bleues ou gris- 
violettes suivant la nature de l’amine. 

Chromatoionof&ordst 

Nous utilisons pour la chromatoYonopho&se une feuille de papier Whatman No. 31U 
de 57 cm x 46.5 cm. On effectue dans la premike dimension une chromatographie 

* Ce tampon ne petit pas Btre utilisi? pour le bouillon non hyclrolysb. 
l + Ces cleus tampons ne notis ont pas clonnd de r6sultats satisfaisants, 

**+ I,&&, 9 cit8 Canrobert, Paris SV”. 

J. Clwor~nlog., 3 (1960) I 65-177 



170 J. BLASS, A. SARRAFF 

descendante, et clans la dew&me dimension une cZectrophor&se sur papier, le sens 
du courant Btant perpendiculaire au sens d’koulement du solvant. 

On dGpose la solution B analyser en 0 (voir Fig. I) i 7 cm de la ligne mediane 
M N, vers le bord qui sera plongd dans le compartiment anodique, et & II cm du bord 
A B. On traces les lignes E F et G H suivant la largeur de l’appareil & &lectrophor&se 
qui doit recevoir ces bandes (soit 32 cm largeur masimum I<. L dans nos essais). 

N 

Fig. I. 

Le solvant utilis& pour la chromatographie est 
formule de \VOIWOD~~*. 

le mdlange butanol-acide ac&tique-eau, 

On laisse migrer le solvant: 24 5 32 h. En laissant plus de 24 h, le solvant commence 
k s’kouler du papier, mais la base la plus rapide, tryptamine (RF = 0.66) ne quitte 
g&n&-alement pas le papier, apr&s 32 h de chromatographie. 

Les bandes CDEF et EFGH d&coup&es sont placees dans l’appareil 5, Blectro- 
phor&se, en utilisant un des tampons cit& plus haut, Ie tampon pH = 5.6 de p&f& 
rence. Le papier est mouille avec la solution tampon en laissant une marge de 4 cm 
de chaque cat6 de la positi.on pr&umbe des amino-acides et des bases aminees et on 
laisse le papier s’imbiber complgtement par capillaritk. On poursuit l’ionophor&se 
comme il a 6th dkrit plus haut. 

A c8tk du r&v&ateur g&&al, constitu& par la solution de ninhydrine, nous avons 
utilise pour quelques amines (histamine, tyramine, tryptamine et agmatine) des 
r&&lateurs spkifiques. 

Histamine et tyramine : 

Tryptamine : 
Agmatine : 

I%actif de l?AuLY : acidc sulfanilique diazot8, formule 
de DXNT~. 
RBactif ~'EHRLICH, formule de SMITH~~. 
ROactif de SAICAGUCHI, formule de Rocr.rz et fzZaR ou 
formule de JEPSON ET S&IITI@. 

* Butanol 12.5 ml, acide ac&ique 30 ml, eau 12.5 ml. 

.J. Clwonzctlog., 3 (1960) 168-r 77 
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B. Bases amindes volatiles 

Les amines suivantes ont Btk &udi&s (sous forme de chlorhydrates) : 

Amines fwimaires : en solution 0.004 M (concentration la plus convenable) : 

m&A~ylamine, Bthylamine, propylamine, butylamine, isobutylamine, isoamylamine, 
pli6nyl6thylamine et allylamine. 

Amines secondaires: dimkthylamine en solution 0.01 M, dihthylamine en solution 
0.1 M et diisoamylamine en solution 0.04 M, 

Am&es tertinires: trim6thylamine en solution 0.2 M et trikthylamine en solution 
0.02 M. 

On cl6posait sur le papier 5 &. IO mms de ces solutions. 
Nous utilisons pour la chromatographie du papier Whatman No. I ou No. 4, 

tamponn6 avec une solution d’achtate de soude 0.8 oA et comme solvant le melange 
butanol-acide achtique-eau (125 : 30 : 125). 

On r&Ye les amines primaires et secondaires avec une solution de ninhydrine 
& 0.1 %, additionnke de I o/o d’acide ac6tique (voir plus haut). On s&he A 1’8tuve A, 
IOOO au moins 20 min car les amines seconclaires ne se r&v&lent qu’apr&s un chauffage 
prolong& On obtient des cplorations violettes, bleues et rouges suivant la nature de 
l’amine. 

Pour la r&&lation spkifique des amines non saturkes on peut utiliser le rdv& 
lateur proposk par DINLMANN~OJ~: (solution fraiche k I O/o de ,%naphtoquinone sulfonate 
de soude dans une solution de carbonate de soude &. soA), on obtient une coloration 
bleue pour les amines saturdes et une coloration jaune-verte pour les amines non 
saturdes. 

On r&Ye les amines tertiaires par immersion avec le rhactif de CI-IARGAFI+~~~ 

(I. acidephosphomolybdique & z%,lavage avec du butanolpendants min, puis avec 

eau courante pendant 5 min, 2. solution de SnCl, & 0.4% dans HCl3 N). Les amines 
tertiaires donnent des taches bleu-fonc6 sur un fond bleu-clair. 

Pour identifier les bases amindes volatiles pr&entes dans le bouillon de culture, 
on distille le bouillon dkbarrasse de corps microbiens, apr&s alcalinisation A pH = S.ozl. 
Le distillat est recueilli dans un rkipient refroidi & o”, puis neutralis avec acide 
sulfurique sans es&s, et convenablement concentre par distillation sous vide. On 
ramene le volume du bouillon priv@ de bases volatiles B sa valeur initiale par addition 
d’eau distillke. 

RtiSULTATS 

A. Bases amint!es fixes 

(a) Chromatogra#$izie’ szty papier 

Le Tableau I indiquc les Rp* des bases aminees 6tudi&es, chromatographi&es dans 1.e 
solvant butanol-acide ac&ique, sur papier Whatman No. 3, les limites de sensibilitk 
deleurrkaction aveclasolution de ninhydrineainsiqu'aveclesr6v&lateurssp&zifiques. 

* Rcmnrquons que les Ii!, clans le solvent- butanol-ncide ac&ique sont 16g&rcment variables 
d’une chromatographie B l’autre. 

J. CJwowWoZ., 3 (I&O) 165-177 



172 J. BLASS, A. SARRAFF 

Agmatinc 
Caclsv&inc 
Histamine 
Putrcscine 
Tryptaminc 
Tyram he 

- 

0.15 0.2 0.5 

O-I.5 0.4 
0.15 I.0 0.25 
0.12 0.4. 
0.66 I.5 0.5 
O.Gl I.5 2.0 

--- 

Ethanolaminc 0.32 0.1 

Glucosaminc 0.20 0.25 o.s+ 

* On utilise pour la rhdlation dc la glucosaminc les rrhctifs clc ELsoN ET MORGAN, formulc de 
PARTRIDGE ET WESTRLL~~. 

A titre de comparaison nous avons port6 sur le m&me tableau les caractkristiques 
des deus amines suivantes: Bthanolamine et glucosamine. 

Voici les Xp de quelques amino-acides d6pos6s sur le m&me chromatogramme que 
les amines du Tableau I : lysine 0.13, arginine 0.17, alanine 0.32, tyrosine 0.43, 
pli6nylalanine o,gS et leucines o.GI. 

On voit clue la chromatographie simple ne permet pas d’identifier les bases 
amindes en prksence d’amino-acides. Elle ne permet pas non plus, 
acides, la rbsolution cornpEte d’un mc5lange des bases amindes. 

(b) 8 Zeclro~?zor~sa swb papier 

Le Tableau II indique les chemins parcourus en cm par les bases 
la ligne de depart, au tours de 
Whatman No. 3. 

A titre de comparaison nous 

l’dlectrophor&se dans divers tampons, sur papier 

avons fait figurer dans ce tableau les deus amines 

en absence d’amino- 

aminees, & partir de 

TABLEAU II 

Base nvrirrde 

Agmatine 
Caclav&ine 
Histamine 
Putrescinc 
Tryptamine 
Tyramine 

22.5 15.4 
23.5 I 7.2 
IG.0 IG.2 
24.3 18.7 
12.6 11.4 
14.4 I 2.3 

ICI.0 IS.2 

17.6 15,o 
17-r 9.0 
18.9 r2.6 

8.9 S.5 
10.2 0.0 

EthanolsLmine 20.8 17.9 16.5 8.5 
Glucosamine 9.0 12.7 8.5 6 3.9 
Arginine 12.4 I I *4 8.3 
Lysine 

5.4 
13.4 12.4 10.2 4.7 

j. Ch'OlJ?dOg., 3 (1960) 168-177 
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iysine et arginine. 

On voit d’apr&s ce 
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et Bthanolamine, ainsi que les acides aminkes basiques: 

tableau que l’~lectrophor&se simple peut servir de recherche 
prGalable pour l’analyse des amines en pr&ence d’acides amink car dans la plupart 
des, tampons essay&, quelques bases aminkes se dkplacent plus loin que les amino- 
acides basiques (lysine et arginine). 

L’6lectrophorBse seule ne permet pas cependant la rkolution compl&e d’un 
m@lange dcs bases aminhes. 

Notons que les chiffres indiquks pour le cheminement des bases aminks ont un 
caract&re purement indicatif, ils ne sont valables que pour les solutions pures et les 
concentrations donnees. En prkence d’un grand exc&s d’autres substances, les 
vitesses de cheminement des bases sont considkablement ralenties. La comparaison 
aved des t&loins IatGraux n’est done pas suffkante. 

Lorsqu’on cherche & identifier les bases contenues dans un volume de bouillon 
pouvant contenir jusqu’g 500 clg d’azote total, on dGpose sur-lc papier, c&e & c8te, 
le bouillon seul et le bouillon additionnc2 de divers thmoins, car se& Z’em#~Zoi des 
t&zoins internes se confondant avec Zes taches cowes$ondant au mt%Wge anaZyse’ est 
valable fiour leatr identificntioga. 

(c) Claromato%ono~hovtse sw papier 

Nous donnons dans la Fig. z le sch’5ma de la Gparation d’un mClange d’acides amin& 
et de bases aminees obtenue par la technique d&rite plus haut, en utilisant pour 
1’8lectrophonke 1.e tampon pH = S.6. 

On voit sur le sch8ma que toutes les bases amin6es analysees sont &par&es entre 
elles et suffisamment &par&es des amino-acides basiques et neutres. 

. 

ac,,cys,,~ g’“gion &“A’ 

iyr. 
@ 

@ 
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@ 
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B. Amims volatiles 

I. Amides @+naires et secontlaires 

(a) Chomatogva~lzie sw papier (Whatman No. r) taq?xm9~e’. On trouve dans le 
Tableau III les Xp des diverses amines etudides, chromatographiees dans le solvant 
butanol-acide acetique. Les concentrations utilisees Btaient indiqukes dans le chapitre 
Methodes. 

Nous indiquons 6galement la limite de sensibilite de la r&action avec la nin- 
hydrine, ainsi clue la teinte de la coloration obtenue. 

lM&hylamine 
Ethylamine 
Pro~ylaminc 
Isobutylaminc 
Butylaminc 
Isoamylamine 
Pl~Bnylc%hylamine 
Allylamine 
Dim&zl~ylnm inc 
Diethylamine 
Diisosmylamine 

0.4.0 
0 I 5 5 
0.04 
0.70 
0.79 
o.so 
0.84 
0.61 

0.45 
0.66 

0.95 

0.1-j 

0.10 

0.1-j 

0.2 

0.35 
0.x 0 
0.5 
0.0 

0.2 

18 

30 

roagc-violette 
violette 
violctte 
violettc 
violette 
violctte 
bleue 
blcue 
rode 
rode 
rode 

On voit sur le Tableau III clue trois groupes d’amines saturees suivantes ont des 
Rp rapprochds et ne se &parent pas bien lorsqu’elles se trouvent melangees: methyl- 
amine et dimhthylamine, butylamine et isobutylamine, propylamine et di&hylamine. 

Nous avons r6ussi a &parer ces amines entre elles en utilisant une bande de 
papier de So cm (papier au mktre), tampon& avec acetate de soude 0.8 % et en 
laissant la chromatographie se poursuivre pendant 40 ‘11 (syst&me descendant, a 
fkoulement libre). 

(b) &?ectro@zor&se sw papier. Le Tableau IV indique les chemins parcourus en 
cm par les amines 6tudiees dans le tampon & pH = 4.0 (a base de phtalate) sur papier 
Whatman No. I. ‘L’klectrophor&se a et6 poursuivie pendant I y2 11. 

TABT,EAU IV 

Mdthylamine 
l?thylamine 

IO.5 
14..5 

Propylamine 12.4 
Butylamine IJ .2 

Isobutylamine 11.2 

Isoamylamine 10.2 

Allylamine 13.0 
Dimbthylamine 15.5 

Di&hylamine 11.6 

PhBnyEthylamine 8.5 

J. Clwomatog., 3 (1960) 168-177 
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On voit que l’electrophorese rdalise une assez bonne separation entre ccs amines 
(sauf pour butylamine et isobutylamine). 

2. Am&es tertiaires 

(a) ChromatograPhie stir papier. Les Xp de deux amines tertiaires Btudiees, 
chromatographiees clans les memes conditions que les amines prima&s et secondaires, 
dtaient: 0.29 pour trimethylamine et 0.70 pour triethylamine. 

(63) Electrofihordse ~26~ papier. Le Tableau V indique les chemins parcourus en 
cm par ces deus amines dans le tampon de ~1-1 = 4.0, a base de phtalate, sur papier 
Whatman No. I, ainsi que la limite de sensibilite avec le revdlateur de CHARGAFF. 

L’electrophorese a 65th poursuivie pendant I 1/ h. 
A titre de comparaison nous indiquons sur le m&me tableau les resultats obtenus 

clans les m&mes conditions pour les bases quaternaires: choline et neurine pour 
lesquelles on utilise le mGme rdvdlateur. 

Trimdthylaminc 16.0 60.0 

Tri&hylamine I 1.7 9-o 

Neurine 14.6 2.5 
Choline 13.4 10.0 

--- 

Notons que la sensibilitk de la revelation est plus grande pour les taches obtenues 
sur Blectrophoregrammes que pour celles correspondantes sur clrromatogrammes 
car les premieres sont moins etalees par rapport aux secondes. Pour l’identification 
des bases aminees tertiaires l’utilisation de l’electropllorese est done preferable 5. la 
chromatographie. 

DISCUSSION 

BLOCK et aZ.23 ont ddcrit une mdthode d’extraction des amines d’un melange complese 
a l’aide d’ether, dans un appareil a extraction continue liquide-liquide, Cette methode 
comporte plusieurs operations, elle est de longue duree et se pr&te ma1 a des essais en 
serie. 

La methode de chromato’ionophorese proposee, appliquee h l’analyse des amines 
biologiques fixes dans le bouillon de culture, debarrasse de corps bacteriens et privi: 
d’amines volatiles, permet l’identification d~s amines fixes en presence d’autres 
substances ninhydrine-positives, sans ndcesstter leur extraction prealable. Si l’on 
utilise cependant pour l’analyse le bouillon non hydrolysd, on risque de confondre des 

‘y’peptides basiques Qventuellement presents avec des amines. Une comparaison entre 
les resultats obtenus pour le bouillon, avant et aprQs hydrolyse acide, permet d’eliminer 
les taches correspondant aus peptides basiques: 

J. Chvo~nanlog., 3 (1960) I 68-1 77 
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Nous avons control6 que seule la tryptamine est detruite au cows de l’hydrolyse 
wide, toutes les autres amines etudiees sont quantitativement retrouvees. 

Cette mdthode facilite les analyses en sdrie, &ice h sa simplicite et a sa rapidite. 
Elle permet de deceler jusqu’a 0.2 a 2 ,~rg d’amine individuelle (suivant la nature de 
l’amine), dans un volume de bouillon pouvant contenir 5oo,~g d’azote au masimum. 

Divers autres auteurs ont propose des techniques combinees de chromatographie 
et d’electrophorese sur papier, appliquees a I’analyse des amino-acides, en utilisant 
l’electrophorese en premiere direction (avec un tampon volatil) et la chromatographie 
en seconde directionza-2”. 

Dans notre cas particulier nous avons prefdre le pro&de inverse que nous avons 
deja propose en 19542 pour les raisons suivantes: 

Le chemin parcouru par les bases, au cows d’une electrophorese, est considera- 
blement ralenti lorsqu’on depose sur papier une grande quantite de substances 
accessoires. En soumettant & l’electrophorkse un melange deja separd, par chromato- 
graphic: sur papier, en plusieurs fractions, on kite en grande partie cet inconvenient. 

Parmi les divers pro&d&s proposes pour la chromatographie sur papier des 
amines volatiles, c’est celui de STEINER et ~011.12, utilisant des papiers tamponnes a 
l’acetate de soude d’apres MUNIIZR~’ qui nous a donne les meilleurs resultats. 

Si l’on utilise des papiers non tamponnes, on obtient pour les amines des taches 
avec front irregulier quelque soit la formule du solvant utilise ce qui rend la methode 
moins sensible et contribue a une moins bonne separation. 

Seul l’emploi des papiers tamponnes a l’acktate de soude avec le solvant butanol- 
acide acetique now a permis d’obtenir des taches bien rondes et d’augmenter ainsi 
la sensibilite de la revelation avec la ninhydrine. (Nous avons legerement modifie le 
pro&de de STEINER en utilisant, pour tamponner le papier, une solution d’acetate 
de soude a 0.8 yO au lieu de 0.2 %.) 

La sensibilite de la revelation des amines primaires et secondaires a 8th encore 
accrue par l’addition de I o/o d’acide acdtique a la solution de ninhydrine a 0.1 ou 
0.2 o/o (dans l’acetone ou butanol). Les amines secondaires, en concentration con- 
venable, sont bien revelees, en utilisant cette formule de revelateur, a condition de 
chauffer au moins 20 min a 100~. Dans les memes conditions le revelateur propose 
par DAVIES et a,?.13 (ninhydrine a 0.2 Y. dans isopropanol, additionne de 20 y. de 
pyridine) ne donne aucune coloration avec les amines secondaires. Le revelateur de 
CHARGAFF propose par STEINER et ~011.12 se pr&te mieus ZL la revelation des amines 
tertiaires que les vapeurs d’iode proposees par DII-ILRIANN~~ d’apres BR.,wTE~~. 

NOLIS decrivons une methode de chromatoi’onophorese permettant la recherche des 
amines biologiques fixes, dans un bouillon debarrasse de corps microbiens, apres 
separation des amines volatiles et ne necessitant pas leur extraction prealable. 

Des quantites de l’ordre de quelques ,ug d’amines prdsentes dans un volume de 
bouillon pouvant contenir jusqu’a 500 ,ug d’asote, peuvent ainsi &tre decelees. 

J. Clwonacctog., 3 (1960) i fX6-1 77 
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Nous decrivons un procede de chromatographie sur papier des amines volatiles 
n primaires, secondaires et tertiaires, ,utilisant des papiers tamponnes, ainsi qu’un 
procede d’electrophorese sur papier, et nous indiquons la limite de sensibilite de leur 
revklation. 

SUMMARY 

A chromate-ionophoretic method is described by means of which non-volatile biolog- 
ical amines produced in broth culture can be studied after removal of bacterial 
substances and separation of volatile amines. Preliminary extraction of the non- 

, 
volatile amines is not necessary. 

Quantities of amines of the order of a few ,lcg present in a volume of broth con- 
taining up to 500 ,~g of nitrogen, can be detected by this method. 

A paper-chromatographic method using buffered papers and a paper-electro- 
phoretic method are described for the detection of volatile primary, secondary and 
tertiary amines. The detection limits of these amines are given. 
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